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PHENOLIC COMPOUNDS

ANTIHYPERTENSIVE ACTIVITY BY INHIBITING THE ANGIOTENSIN-
CONVERTING ENZYME OF WINE PHENOLIC COMPOUNDS FROM
PLANALTO CATARINENSE: Phenolic compounds of white and red wine, especially
epicatechin and quercetin, produced in Planalto Catarinense, have the ability to inhibit the

angiotensin-converting enzyme demonstrating antihypertensive activity.
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ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA POR INIBICAO DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA DE COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM VINHOS DO
PLANALTO CATARINENSE

Neste estudo avaliou-se a atividade anti-hipertensiva, por inibi¢cdo da enzima conversora de
angiotensina, de vinhos brancos e tintos produzidos na regido do Planalto Catarinense,
depois do processo de digestdo in vitro. Foram analisadas amostras de vinhos de Vitis
vinifera L., das safras 2011, 2014, 2016 e 2017, determinando-se o conteudo de &cidos
fenolicos, flavanois e flavondis por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
digestdo dos compostos fenolicos foi simulada com o uso das enzimas B-glicosidase,
pepsina, tripsina e a-quimiotripsina e, a taxa de digestdo foi calculada em percentual,
determinando-se os compostos fendlicos depois da digestdo. A atividade inibitoria da
enzima conversora de angiotensina (ECA) foi determinada depois da digestdo
gastrointestinal in vitro, simulando a hidrélise de L- histidil-L-leucina pela ECA para formar
acido hipdrico. As amostras analisadas apresentaram atividade inibitoria da ECA
relativamente alta (49,93% a 74,61%), comparada a inibicdo pelo captopril (93,5%), droga
comumente utilizada para controle da pressdo sanguinea. Correlacdo positiva significativa
foi observada entre a capacidade de inibicdo da ECA e o conteudo de epicatequina (r = 0,51)

e quercetina (r = 0,54) digeridos no processo de digestdo gastrointestinal in vitro.

Palavras chave: Vitis vinifera L.; polifenois; digestdo gastrointestinal in vitro; hipertensao,

acido hipurico



INTRODUCAO

Nos ultimos anos, novas regides vitivinicolas tém despontado e se mostrado
favoraveis ao cultivo de variedades de Vitis vinifera L., ainda que aproximadamente 90%
dos vinhos brasileiros sejam provenientes da Serra Galcha, no Sul do Brasil. Nesse
contexto, a vitivinicultura em regides brasileiras de altitude tem se destacado, com alguns
estudos enumerando as potencialidades destas regides para a producdo de vinhos de
qualidade™®™. A regido do Planalto Catarinense caracteriza-se pela elevada altitude, variavel
de 900 a 1.400 metros acima do nivel do mar e, tem se destacado pela producéo de vinhos
com elevado conteudo de compostos fendlicos e significativa atividade antioxidante
avaliada in vivo e in vitro *,

O vinho, uma bebida resultante do processo de fermentacdo das uvas, é rico em
flavonoides como flavonois, flavonas, proantocianidinas, antocianinas e catequinas e, nao
flavonoides, tais como derivados do &cido hidroxicinamico e do acido benzoico, acidos

5,6,7

hidrolisaveis e estilbenos™'. Muitos estudos tém demonstrado uma associacdo entre o

consumo desses compostos fendlicos e a reducdo na ocorréncia de doencas

8919 assim como, estudos epidemioldgicos mostraram uma associagio

8,11,12

cardiovasculares,
inversa entre o consumo de compostos fendlicos e o risco de hipertensao

A hipertensdo arterial € um dos principais fatores de risco para a morbidade e
mortalidade, visto que estd associada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
incluindo doencas coronarias, acidente vascular cerebral, doenca arterial periférica, doencas
renais e insuficiéncia cardiaca™. Esforcos para reduzir a prevaléncia da hipertensdo tem se
concentrado em abordagens ndo farmacoldgicas, como atitudes relacionadas ao estilo de
vida da populacdo. As medidas de estilo de vida amplamente aceitas para diminuir 0s riscos
associados a hipertensdo arterial incluem a cessacdo do tabagismo, reducdo de peso,
exercicio fisico, reducdo da ingestdo excessiva de alcool, dietas com reducdo do sddio,
aumento de potassio, diminuicdo da ingestdo de gorduras e aumento no consumo de frutas e
vegetais™.

Alguns componentes especificos presentes nas frutas, vegetais e cereais sao
conhecidos por reduzir a pressdo sanguinea, a exemplo de peptideos e antioxidantes como
os compostos fenolicos, que tem recebido consideravel atencdo nos ultimos anos. Esses
compostos fendlicos implicam no desencadeamento de certas respostas fisiolégicas no
organismo humano, a exemplo do efeito inibitério da enzima conversora de angiotensina |

(ECA)*™*®. A ECA tem um importante efeito fisiolégico na regulacio da presséo arterial



pela conversdo da angiotensina | a angiotensina Il, um potente vasoconstritor e, na
degradacéo do vasodilatador bradicinina®’*%,

A atividade inibitéria da ECA faz dos compostos fendlicos uma alternativa
promissora quando ha a opcéo de escolha entre o0 uso de drogas sintéticas e componentes
alimentares de origem natural®. Estudos indicam que o consumo de produtos ricos em
polifendis das uvas e vinhos é capaz de reduzir a pressao arterial, uma vez que melhora a
resisténcia das artérias e diminui o tonus vascular da artéria periférica?®*??,

Tendo em vista que alguns estudos demonstram que os vinhos do Planalto
Catarinense apresentam elevado conteido de compostos fendlicos”™, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar se os vinhos dessa regido possuem a capacidade de inibir a
enzima conversora de angiotensina (ECA). A atividade anti-hipertensiva dos vinhos foi
avaliada depois de digestéo in vitro a fim de considerar também a atividade dos compostos

resultantes do processo de digestdo da bebida.



PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Os reagentes e as enzimas utilizados para a digestdo dos compostos fenélicos foram
a acetonitrila de grau cromatografico e os padrdes cromatogréaficos foram obtidos da Sigma-
Aldrich (San-Luis, MO, EUA), 4cido cloridrido (HCI) 5 mol L™ e hidréxido de sédio
(NaOH) 2 mol L™; B-glicosidase (pH 7,0), para simular a digest&o da boca; pepsina (pH 2,0)
para simular a digest&o do estomago; e a tripsina e a-quimiotripsina (pH 8,0) para simular a
digest&@o no intestino, respectivamente.

Os reagentes utilizados para a determinacdo da atividade inibitoria da enzima
conversora de angiotensina foram o 4cido bérico (HsBOs) 0,1 mol L™, hidréxido de sédio
(NaOH) 0,1 mol L™, cloreto de sodio (NaCl) 0,3 mol L™, 4cido cloridrico (HCI) com grau
analitico 37% v/v, enzima ECA de intestino de coelho (Sigma-Aldrich EC 3.4.15.1),
Hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) de grau analitico 98% pureza (Sigma-Aldrich H1635) e
metanol de grau cromatografico para analisar o pico de acido hipdrico.

Amostras

Seis amostras de vinhos brancos e tintos de Vitis vinifera L., das safras 2011, 2014,
2016 e 2017 foram coletadas em vinicolas do Planalto Catarinense (Tabela 1). Os vinhos
foram armazenados em temperatura ambiente no laboratério de Analise Instrumental do
Instituto Federal de Santa Catarina campus S&o Miguel do Oeste até o0 momento das

analises.

Tabela 1. Descricdo e codificacdo das amostras de vinhos de Vitis vinifera L. do Planalto

Catarinense

Cddigo Variedade Safra | Produtor Localizacdo geografica
SBL16A | Sauvignon Blanc | 2016 A 28°16'47.7"S 49°55'23.5"W
SBL17A | Sauvignon Blanc | 2017 A 28°16'47.7"S 49°55'23.5"W
CDN17B Chardonnay 2017 B 28°14'44.8"S 49°57'40.5"W
SBL17C | SauvignonBlanc | 2017 C 28°14'31.7"S 49°58'23.4"W
PTN11D Pinot Noir 2011 D 28°13'07.6"S 50°06'42.4"W
MLTI14E Merlot 2014 E 28°18'30.5"S 49°55'26.9"W




Determinacgéo de compostos fendlicos

Foram identificados e quantificados 12 compostos fendlicos, entre eles, acido p-
cumarico, tirosol, &cido 4-hidroxibenzoico, &cido vanilico, acido galico, catequina,
epicatequina, acido cafeico, acido siringico, trans-resveratrol, quercetina e &cido ferulico
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD). Foi utilizado um cromatégrafo liquido Agilent Technologies (St. Clara, CA,
EUA) equipado com um sistema quaternario de bombas (modelo G1311C), pré-coluna (4,6
mm x 50 mm x 5 pum de tamanho de particula) e coluna (4,6 mm x 250 mm x 5 pum de
tamanho de particula) em fase reversa Cig da Phenomenex (Torrance, CA, USA), um
detector de arranjo de diodos (modelo G1316A) e um amostrador automatico (modelo
G7167A). O sistema era controlado pelo software Agilent Lab Advisor.

Para identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi utilizada metodologia
de Burin et al”®. A fase movel A foi composta por H,0:CH3;COOH (98:2 v/v) e a fase mével
B foi composta de H,O:CH3;COOH:CH3CN (58:2:40 v/v/v). O gradiente de eluicdo foi: 0 a
80% de solvente B durante 55 min, 80 a 100% de B durante 15 min, retornando a 0% de
solvente B até 80 minutos. A vazéo foi de 0,9 mL/min e a deteccdo foi realizada a 280 nm
para flavanois e tirosol, 320 nm para &cidos cindmicos, 306 nm para trans- resveratrol e 360
nm para flavondis. As amostras foram filtradas (0,22 pum de poro) e injetadas (10 pL)
diretamente no sistema de cromatografia.

A identificacdo dos compostos fenolicos foi realizada por comparacdo do tempo de
retencdo das amostras com os padrbes analiticos e a quantificacdo foi realizada por
padronizacdo externa, com a elaboracdo de curvas analiticas com seis pontos equidistantes e

trés repeticdes para cada ponto.

Digestao gastrointestinal in vitro de compostos fenolicos

A digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada utilizando metodologia adaptada de
Fernandez e Labra®. As anélises foram realizadas em triplicatas. Foi adicionado 1 (um)
grama de amostra de vinho com 10 mL de agua destilada e 0,058 g de NaCl em um
erlenmeyer e mantidos em banho maria durante a noite (das 17 horas as 9 horas) em
temperatura ambiente. As 9 horas do dia seguinte foi realizado uma digestdo inicial com f-
glicosidase em pH 7,0 por 2 horas a 37 °C para simular as condi¢Ges na boca, seguida de

pepsina e HCI (pH = 2,0) em pH 2,0 por 2 horas a 37 °C para simular as condi¢des gastricas,
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finalizando com tripsina e quimiotripsina em pH = 8,0 por 2 horas a 37 °C para simular as
condicdes do intestino delgado, todas com agitacdo de 100 rpm. A duracdo de 2 horas
representa a duracdo média do transito gastrointestinal.

Depois da simulacdo da digestdo as amostras foram submetidas a temperatura de
congelamento (-18 °C) por 20 minutos para inibicdo da atividade enzimatica e,
permaneceram armazenadas a temperatura de - 18 °C até o momento das analises. A

porcentagem de taxa de digestao foi calculada pela equacéo:

o — [ ].fi.nfll fenéllilcos . 100
[ ]inicial fendlicos

Determinacéo da atividade inibitoria da enzima conversora de angiotensina

A atividade inibitoria da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi determinada
depois da digestdo gastrointestinal in vitro, com o objetivo de avaliar a atividade anti-

hipertensiva da amostra integra e digerida, empregando metodologia de Eriz et al*®

que
simula a hidrélise de L-histidil-L-leucina pela ECA para formar acido hipurico, que por sua
vez é quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados foram
expressos como % de inibi¢do da atividade da ECA.

Nessa determinacdo, o peptpideo sintético hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) simula
a reacdo com ECA e forma o peptideo hipurico, L-histidil-L-leucina (AH) que por sua vez, é
quantificado por CLAE. A analise foi realizada em tubos c6nicos com capacidade de 2 mL,
adicionando-se 50 pL de amostra, 200 pL de solucdo enzimatica e incubando-se a 25 °C por
10 minutos. Foram adicionados 100 pL de HHL e incubado a 37 °C por 1 hora, com
posterior adicdo de 150 pL de HCI 0,5 mol L™ e armazenamento em freezer (-18 °C) até o
momento da analise cromatografica. O acido hipurico foi detectado e quantificado por
CLAE, com amostra descongelada e centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi recolhido e filtrado em filtros de 0,22 um. Os solventes para determinacgéo
cromatografica do acido hipdrico foram &gua ultra-pura com &cido fosférico 10 mol L™ (pH
2,5) (A) e metanol puro (B). Utilizou-se coluna analitica C1g de 250 mm x 4,6 mm X 5 pm.
A vazio foi de 1 mL min™ a temperatura ambiente (25 + 1 °C). A quantificacéo foi realizada
com a curva analitica do padrdo de acido hipurico (AH).

A porcentagem de inibicdo da atividade da enzima conversora de angiotensina foi

calculada pela equagéo:
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[ ]JAH amostra
£
[ JAH controle

% =100 — 100

Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo. Para verificacdo de diferencas significativas entre as amostras
estudadas foi aplicada Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05). Teste de
correlacdo simples foi utilizado para avaliar a relacdo entre a concentracdo de compostos
fendlicos e atividade inibitéria da ECA nas amostras de vinho. Todos o0s testes estatisticos

foram realizados no software Statistica versao 10 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacéo de compostos fendlicos

Do ponto de vista quimico os compostos fenolicos séo caracterizados por apresentar
um nucleo benzénico, agrupado a um ou varios grupos hidroxilas. Entre as frutas a uva € uma
das maiores fontes de compostos fenolicos e também estdo presentes em produtos derivados
da uva, como sucos e vinhos, tanto no vinho tinto quanto no branco®?#"?®? 0Os compostos
identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) encontram-

se na figura 1.

0. _OH O
I R X~"“0H
R"’L‘-‘ ,.:_'.3]*\_ R HO
1 R
OH
trans resveratrol R = R'=H: acido 4-hidroxibenzoico R = R'=H: acido p-cumarico

R = OCHs e R' = H: acido vanilico R = OH e R' = H: acido cafeico
R = R'= 0OH: &cido galico R = OCHs e R' = H: acido fertlico

R = R'= OCHjs: acido siningico

e
[, '-\.\.‘-\]/

O}- HD’ "'\.hh;-_':..—i
R =0OH e R' = H: (+) catequina Tirosol
R =HeR' = OH: (-) epicatequina

Quercetina

Figura 1. Formulas estruturais dos compostos fenélicos analisados
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A concentracdo de compostos fendlicos das amostras estudadas é apresentada na
tabela 2. Com relagdo ao composto catequina (Tabela 2), a amostra SBL17A (vinho branco)
apresentou maior concentracdo (24,71 mg L™) deste flavanol, seguida das amostras MLT14E
e PTN11D, ambos vinhos tintos. Concentracio semelhante (25,03 mg L™) foi encontrada por
Gris*® em vinhos da uva Merlot, safra 2006. A catequina é um flavanol extraido da casca e
das sementes da uva durante o processo de vinificagdo e sofre transformacdes estruturais
através de reagdes de oxidagdo e condensacdo durante o envelhecimento do vinho®!,

Pode-se observar na tabela 2, que a concentracdo de quercetina foi maior na amostra
MLT14E (15,50 mg L™), seguido das amostras SBL17C (2,67 mg L™") e PTN11D (2,07 mg
L. Valor superior de concentracdo (19,01 mg L™) foi encontrada por Gris et al* para vinho
da uva Merlot safra 2006, ja em Souza® a concentracéo de quercetina variou de 2,4 mg.L™ a
3,0 mg.L™" no estudo dos fenélicos em vinhos do vale do Sdo Francisco em Pernambuco.
Daudt et al*® e Motta® afirmam que a localizacdo do vinhedo tem grande influéncia sobre a
concentracdo deste flavonol. A quercetina é o flavonol majoritario nas uvas tintas e brancas e
0 seu contetido é dependente da exposicao das uvas ao sol, da fertilizacdo nitrogenada e do
estado hidrico do vinhedo®.

Na tabela 2 pode ser observado que as amostras MLT14E e PTN11D ambos vinhos
tintos, apresentam maior concentracdo de &cido p-cumarico, tirosol, acido vanilico, acido
galico, epicatequina e trans-resveratrol do que as amostras SBL17A, SBL17C, SBL16A e
CDNL17B (vinhos brancos).

Neste estudo foram observadas concentracdes inferiores aos valores encontrados por
Gris™ para catequina (25 mg L™ a 34 mg L™). Para epicatequina os valores observados por
Gris® foram inferiores ao desse estudo (10 mg L™ a 16 mg L™). Pode-se observar que o
conteldo da epicatequina obtido na amostra MLT14E (60,73 mg L-1) foi semelhante ao
encontrado por Cadahia® em vinhos Merlot espanhois. J4 em Arcari®’ concentracdo superior
(89,29 mg L™) deste composto foi encontrado na amostra Merlot da safra de 2013 em vinhos
catarinenses.

O trans-resveratrol apresentou concentragdes abaixo de 0,60 mg L™ em todas as
amostras, sendo comumente encontrado de 2 mg L* a 12,5 mg L™* em vinhos tintos
brasileiros®®. Segundo Arcari®’, concentracdes semelhantes foram encontradas nas safras de
2012, 2013 e 2014 nos municipios de Agua Doce, Campos Novos e Tangara, com excecdo da
safra de 2012 de Campos Novos que apresentou concentracdo superior (2,17 mg L™).
Segundo Souza® a concentragdo de resveratrol encontrado nos vinhos do vale do S&o

Francisco em Pernambuco foide 1,5 mg L a5,9mg L™
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Na vinificacdo, a maceracdo com cascas e sementes durante a fermentacdo € o fator
responsavel pelos altos niveis de trans-resveratrol em vinhos tintos, quando comparados a
vinhos brancos, conforme foi verificado neste estudo. Dependente da variedade da uva e das
condi¢des enoldgicas, a concentracdo de trans-resveratrol aumenta durante a fermentacéo em
presenca da casca, sendo a extracdo da substancia facilitada pelo alcool etilico produzido
durante o processo®’. As diferencas de concentracdo entre safras e regides podem ser
atribuidas a variacfes na propor¢do de resveratrol na forma livre e glicosilada, logo que as
formas glicosiladas podem ser quebradas por meio de reagdes hidroliticas®’. O resveratrol é
um polifenol produzido pela parreira quando os agentes patogénicos atacam a planta, sendo
assim, é utilizado para a defesa da planta®.

O acido cafeico apresentou baixa concentragdo em cinco das seis amostras analisadas,
com excecdo da amostra MLT14E que apresentou concentracdo de 2,95 mg L™, ja em
Arcari®’ resultados superiores foram encontradas na maioria das amostras analisadas com
concentracdes de 4,15 mg L™ até 16,27 mg L™. O &cido cafeico é um composto organico que
possui grupos funcionais fendlicos e acrilicos. Esta presente em plantas, cafe, 6leo de arga,
vinho, sendo este o 4cido hidroxicinamico principal®.

O acido siringico apresentou concentracdo baixa em quatro das seis amostras
analisadas, sendo que a maior concentracdo esta presente na amostra SBL16A (3,76 mg L™),
seguida da amostra MLT14E (1,31 mg L™). Em Arcari *" o contelido deste composto variou
de < 0,03 mg L™ a 4,74 mg L™. O &cido siringico possui dois grupamentos metoxila em sua
cadeia®, e supde-se que conforme a figura 3, isto pode dificultar a digestdo deste composto
no organismo.

O é&cido feralico apresentou baixa concentracdo em todas as amostras, sendo que a
menor concentragdo foi encontrada nas amostras SBL16A (0,11 mg L™) e SBL17A (0,37 mg
L™Y). Em um estudo realizado por Lima* foram encontradas concentracdes semelhantes (0,20
mg L™ a 0,34 mg L™) em amostras de vinhos Goethe produzidos em Santa Catarina da safra
de 2010. Este composto estd presente em muitas plantas e serve como mecanismo de
autopreservacao, ja que reforca a resisténcia da parede celular e a protege de danos causados
por microrganismo e pela radiagdo do solar®.

O éacido 4-hidroxibenzoico apresentou diferentes concentracbes nas amostras
analisadas. Sua maior concentracdo foi encontrada na amostra SBL17C (31,92 mg L™),
seguida da amostra PNT11D (10,85 mg L™) e MLT14E (6,71 mg L™). Segundo Arcari®’ a

regido de cultivo e a safra influenciam na concentragdo deste composto.
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O é4cido gélico é originado a partir da hidrélise de ésteres apos alguns meses de
maturacdo do vinho; é estavel durante o envelhecimento e, a quantidade média em vinho
branco é de 10 mg L™ **. Neste estudo foram encontradas concentracdes de 5,34 mg L™, 5,07
mg L%, 3,29 mg LY, 242 mg L™, 1,74 mg L™* e 1,48 mg L™ nas amostras MLT14E,
PNT11D, SBL17C, CND17B, SBL17A e SBL16A respectivamente. Em Lima* foram
encontradas baixas concentracdes (0,80 mg L™ a 2,00 mg L1) em relagdo a este estudo.

O é4cido vanilico apresentou maior concentracdo na amostra MLT14E (4,42 mg L™)
seguida da amostra PNT11D (2,37 mg L™), ambos vinhos tintos. Em Silva® foram
encontradas diferentes concentragdes deste composto em vinho tinto do tipo Syrah da safra
2012, nas concentracdes de 3,10 mg L™, 5,20 mg L™, 5,48 mg L™, 5,73 mg L" e 5,89 mg L™
dos locais Australia, Vale do Rio Sdo Francisco, Rio Grande do Sul, Chile e Africa,
respectivamente. Todos os valores reportados sdo superiores aos encontrados neste estudo.

O tirosol apresentou baixas concentracdes em cinco das seis amostras analisadas, com
excecdo da amostra MLT14E (10,60 mg L™), sequida da amostra PNT11D (3,55 mg L™), e
das amostras SBL17C, SBL17A, SBL16A e CND17B, nas concentracdes de 1,07 mg L™,
0,60 mg L?, 0,35 mg L™ e 0,15 mg L™, respectivamente. J4 em Lima*, as concentracdes
obtidas foram de 1,08 mg L™ a 2,43 mg L™,

Tanto os acidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicindmicos e seus derivados, e 0S
flavondis possuem diferente comportamento ao longo do envelhecimento, dessa maneira é
dificil estabelecer uma relagéo direta entre as diferencas no conteudo total desses compostos

ao longo do tempo*®*,
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Tabela 2. Concentragdo de compostos fendlicos de amostras de vinhos do Planalto Catarinense.

Composto (mg L™) SBL17A SBL17C SBL16A CND17B MLT14E PNT11D
Acido p-cumarico (mg L™) | 0,03 £0,001° | 0,25+ 0,001 | 0,62 +0,006° 1,14 £ 0,02° 1,99 + 0,29 9,61 0,18
Tirosol (mg L™) 0,60 + 0,02° 1,07 £0,02° 0,35 + 0,04% 0,15 +0,02° 10,60 + 0,117 3,55 + 0,30°
Acido  4-hidroxibenzoico | 0,61 +0,07% | 31,92+0,26*° | 0,76 +0,001° 0,09 + 0,009° 6,71 £ 0,44° 10,85 +0,12°
(mg L%

Acido vanilico (mg L™) 1,23 +£0,11° 1,61 +0,07° 1,11 +0,01° 0,37 % 0,08° 4,42 + 0,43 2,37 +0,05°
Acido galico (mg L™) 1,74 £ 0,12° 3,29 £ 0,29° 1,48 + 0,04° 2,42 +0,34° 5,34 +0,20° 5,07 +0,13°
Catequina (mg L™) 24,71+0,31° | 0,42 +0,05° 12,07 +0,12° 1,49 + 0,06° 16,75 + 1,65" 16,71 +0,97°
Epicatequina (mg L™) 6,75 + 0,37° 0,52 + 0,02° 6,05 + 0,04° 0,52 +0,19° 60,73 + 1,29 15,91 + 1,36°
Acido cafeico (mg L™) 0,28 + 0,06° 0,46 +0,12° 0,88 £ 0,03° 0,31 % 0,05% 2,95 + 0,05 0,74 +£0,01°
Acido siringico (mg L™) 0,56 + 0,06* 0,46 + 0,04° 3,76 £ 0,03° 0,55 + 0,11% 1,31 £ 0,05 0,74 £0,13°
Trans-resveratrol (mg L™) | 0,22 0,006 | 0,24 +0,01° 0,16 + 0,001° 0,21 + 0,02° 0,60 + 0,006 | 0,51 + 0,006
Quercetina (mg L™) 1,42 +0,01° 2,67 +0,01° 0,86 + 0,01° 0,80 + 0,02° 15,50 + 0,54° 2,07 + 0,08
Acido feralico (mg L™ 0,37 +£0,0007* | 0,21 +0,01% 0,11 + 0,02 0,17 +0,01% 0,29 +0,07*® | 0,27 +0,006™

% Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Determinacdo de compostos fenolicos apés a digestédo

Existem trés hidroxicinamatos comuns em uvas e vinhos brancos: acidos cutarico,

caftarico e fertarico, esses ésteres sdo derivados de acidos p-cumaérico, cafeico e ferralico

respectivamente*®,

Nos mostos e vinhos, devido a ocorréncia de reacdes enzimaticas hidroliticas, sdo
encontradas nas formas livres dos acidos cindmicos, com destaque para os &cidos cafeico,
ferGlico e p-cumarico®’. A Figura 2 apresenta a porcentagem de 4cidos hidroxicinamicos

depois da digest&o in vitro.

a Acido p-cumarico b Acido cafeico

MLT14E -87,16 MLT14E

PTN11D _94,86 PTN11D
sBL17C -93,60 sBL17C
CDN178 -99,13 CDN178B
SBL17A -66,67 SBL17A

SBL16A 9 -98,87 SBL16A 1

Sy o S N S o o N
~ S © K S ©

% de compostos fendlicos ap6s digestédo % de compostos fenélicos ap6s digestéao

C Acido ferulico
MLT14E 7
PTN11D A
SBL17CH
CDN178B 9
SBL17Aq a

SBL16A T

~ o N
> 2 o

» 2

% de compostos fendlicos ap6s digestéao

Figura 2. Diferenca percentual (%) de concentracdo de acidos hidroxicinamicos depois da
digestéo in vitro

O é&cido cafeico apresentou 100 % de digestdo em todas as amostras, diferente do
acido p-cumarico que apresentou de 66,67 % a 99,13 % de digestdo. A amostra CDN17B
(vinho branco), foi a amostra que maior apresentou digestédo do acido (99,13 %). Ja a amostra
SBL17A foi a menos digerida (66,67 %). Supbe-se que o acido cafeico, além de realizar
reacdes de hidrdlise, participa de outras reacdes como as de oxidacdo. Este composto reage
com as antocianinas que constituem em uma das mais importantes classes de compostos
fendlicos, cujos pigmentos sdo responsaveis pela cor das uvas e dos vinhos tintos**. O 4cido
feralico apresentou grande variacdo de digestdo de 40 % a 85 %, em que a menor

porcentagem foi encontrada na amostra de vinho tinto PNT11D e a maior porcentagem na
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amostra de vinho branco SBL17C, respectivamente, 0 que pode ser atribuido a hidrélise das
formas esterificadas (LIMA, 2012) deste composto. O &cido ferulico € bem absorvido na

051 e nos alimentos encontra-se principalmente na forma

parte proximal do intestino
esterificada™.

Os compostos hidroxibenzoicos (Figura 3) estdo presentes nas uvas na forma de
ésteres e durante a elaboracdo e conservacdo do vinho sdo lentamente hidrolisados, de modo
que, no vinho sdo encontradas as formas livres e combinadas destes compostos® e, podem
apresentar diferentes comportamentos durante o envelhecimento dependendo da variedade
com a qual o vinho é elaborado. Esses compostos podem participar de diferentes reacdes
como esterificacdo, condensacdo e hidrdlise, levando a uma variagdo na sua concentracao
durante o armazenamento®. O 4cido 4-hidroxibenzoico apresentou uma elevada taxa de
digestéo, de 90,23 % a 100 %, diferente do &cido vanilico e do acido siringico que variaram
de 44,87 % na amostra CDN17B a 99,06 % na amostra SBL17A e 13,33 % na amostra
SBL17C a 89,73 % na amostra SBL16A, respectivamente.

O 4cido galico é o hidroxibenzoico mais abundante em vinhos tintos®’, dessa forma, o
composto apresenta uma elevada taxa de digestdo, principalmente, nas amostras MLT14E e
PTN11D (vinhos tintos) onde a porcentagem de digestdo foi de 100 %. As amostras
CDNL17B, SBL17A e SBL16A (vinhos brancos) obtiveram digestdo de 94,86 % a 99,69 % e

apenas uma amostra de vinho branco (SBL17C) obteve 100 % de digesté&o.
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Figura 3. Diferenca percentual (%) de concentracdo de &cidos hidroxibenzoicos depois da
digestao in vitro

Todos os compostos foram digeridos no processo de digestdo in vitro, com exce¢do da
amostra SBL17C (vinho branco) no composto epicatequina (Figura 4). A epicatequina é um
dos flavondis predominantes em vinhos brancos e, esta presente nas cascas e sementes das
uvas™. Das seis amostras analisadas apenas a amostra SBL17C — vinho branco sofreu
degradacéo, e supBe-se que ocorreu a quebra na ligacao da epicatequina com o agucar ao qual

ela estd ligada, ou a quebra da ligagdo entre duas epicatequinas, aumentando sua
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Figura 4. Diferenca percentual (%) de concentracdo de flavandis, flavondis e estilbenos
depois da digestéo in vitro

A catequina é um dos compostos fendlicos majoritarios do vinho branco, pois esta
presente em maior quantidade no extrato da casca da uva branca®. Quatro das seis amostras
tiveram a catequina 100% digerida, as outras amostras ficaram entre 92,66 % e 87,16 %.

A quercetina foi 100 % digerida em cinco das seis amostras. A amostra SBL17C
(vinho branco) foi a amostra que obteve porcentagem mais baixa de digestdo (20,43 %). A
quercetina € o flavonol mais encontrado em mostos e vinhos brancos e possui uma maior
capacidade antioxidante em comparacdo com a catequina, devido a dupla ligacdo entre 0s
carbonos 1 e 3 da funcéo cetona da quercetina®*>*.

O trans-resveratrol é o estilbeno predominantemente encontrado em vinhos,
especialmente tintos®’ e, diferente dos outros compostos, foi digerido em grande proporgdo
nos vinhos tintos (73,33 % a 68,67 %) e em baixa propor¢do nos vinhos brancos (2,08 % a
24,60 %).

No que se refere ao tirosol, sua concentracdo € especialmente dependente da cepa de
levedura utilizada durante a fermentacdo alcoolica e da capacidade de conversdo de tirosina
em tirosol. Desta forma, a concentracdo de tirosol em vinhos pode apresentar grande variacao
dependendo da variedade de uva utilizada™. O tirosol em duas amostras de vinhos tintos e em
duas de vinhos brancos obteve uma digestdo de 100%. Na amostra SBL17A (vinho branco)
ndo houve digestdo e na amostra SBL16A (vinho branco) houve digestéo de 66,67%.

Em geral, os compostos analisados obtiveram uma elevada taxa de digestdo, uma vez
que o vinho apresenta etanol em sua composi¢cdo. Se observarmos a estrutura molecular do
etanol (CH3-CH,-OH) ele é uma molécula polar que se dissolve facilmente em &gua®.
Comparando as figuras 1, 2, 3 e 4 observa-se que 0s compostos que contém mais hidroxilas
(OH) em sua cadeia, obtiveram uma melhor digestdo dos que apresentaram um grupo metil
(CHa).

Supde-se que os compostos fendlicos solubilizam-se melhor em meio alcdolico,
ficando mais biodisponiveis, tornando-se de facil absorcdo no organismo. Serafinni et al*®
afirmam que o etanol pode reduzir as interacBes quimicas entre proteinas e compostos

fendlicos e assim contribuir, indiretamente, para elevar a capacidade antioxidante do vinho.

Inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
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H& muita discussdo sobre o consumo moderado de vinho e a inibi¢do da incidéncia de
doencas cardiovasculares. A ingestdo moderada de vinho também é capaz de inibir a
incidéncia de certos tipos de cancer e doencas inflamatdrias®*®*°. As propriedades
antioxidantes dos compostos fendlicos instigaram muitos estudiosos a avaliar a influéncia
desses compostos na prevengdo de doencas, como certos tipos de cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, acidentes vasculares cerebrais e outras doengas relacionadas ao
envelhecimento®.

Pode-se observar na figura 5 que o0s maiores percentuais de inibicdo da enzima

conversora de angiotensina estdo presentes nas amostras de vinho branco.

% inibicdo ECA

Figura 5. Diferenca percentual (%) de inibicdo da ECA depois da digestéo in vitro

A amostra SBL16A obteve maior percentual (74,61%) de inibicdo da enzima,
conforme a tabela 2 deste estudo que apresentou concentracdo de 6,05 mg L™ de epicatequina
e 0,86 mg L™ de quercetina, sequida da amostra SBL17A apresentando concentracdes de 6,75
mg L™ de epicatequina e 1,42 mg L™ de quercetina. Destaca-se que concentragdes parecidas
dos fendlicos obtiveram uma maior inibicdo da enzima, e as amostras que apresentaram
maior concentracdo de epicatequina seguida de quercetina tiveram as maiores porcentagens
de inibicao.

A amostra CND17B obteve concentracdes baixissimas de epicatequina (0,52 mg L™)
e quercetina (0,80 mg L™) e da mesma forma obteve alta taxa de inibicdo. A amostra

MLT14E (vinho tinto) apresentou o mais baixo percentual (49,93%) de inibi¢do, uma vez
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que, mostrado na tabela 2 deste estudo, foi a amostra que obteve maior concentracdo de
epicatequina (60,73 mg L™) e quercetina (15,50 mg L ™).

Verificou-se que a amostra SBL17C também apresentou baixa inibicdo, com
concentracéo de 0,52 mg L™ de epicatequina e 2,67 mg L™ de quercetina. Com isso, constata-
se que em altas concentracdes de epicatequina e quercetina, e em baixas concentracfes de
epicatequina em relacdo a quercetina, o vinho digerido ndo foi capaz de inibir a enzima
conversora de angiotensina.

O captopril apresentou o maior percentual (93,5%) de inibicdo da enzima conversora
de angiotensina, droga comumente usada por pacientes hipertensos, para reduzir a pressao
arterial, além de catalisar a converséo de angiotensina | para angiotensina I1°".

Ao aplicar o teste de correlacdo de Pearson, verificou-se correlacdo positiva
significativa entre a capacidade de inibicdo da ECA e o contetdo de epicatequina (r = 0,51) e
quercetina (r = 0,54) digeridos no processo de digestdo gastrointestinal in vitro. Isso significa
que, quanto maior o contetido de epicatequina e quercetina presentes nos vinhos e digeriveis,

maior a capacidade dessas amostras de inibirem a ECA.

CONCLUSAO

Novas descobertas cientificas revelam que ha beneficios para a salde a ingestao diaria
e moderada de vinho podendo promover a saude e prevenir o risco de incidéncia de doencas
do coracdo, certos tipos de cancer e reducdo da pressao arterial.

Sendo assim, o presente trabalho contribui com estes estudos cientificos ja que os
resultados obtidos apontam uma contribuicdo dos compostos fenodlicos presentes em vinhos
do Planalto Catarinense, especialmente flavanois e flavonois, na inibicdo da ECA. Posto isso
sugere-se uma possivel associacdo entre o consumo moderado de compostos fendlicos de
vinhos e a diminuicdo da pressdo sanguinea. Destaca-se a correlacdo positiva significativa
observada entre a capacidade de inibicdo da ECA e o contetdo de epicatequina (r = 0,51) e
quercetina (r = 0,54) digeridos no processo de digestdo gastrointestinal in vitro.

Cabe ressaltar, que estudos in vivo devem ser realizados a fim de comprovar 0s

resultados obtidos neste estudo.
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inglés)
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universidade. Sempre tudo por extenso. Exemplo: Departamento de Quimica, Universidade
Estadual de Maringa, 87020-900 Maringé — PR, Brasil
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() Manuscrito com material suplementar

() Manuscrito sem material suplementar
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THE OLEFIN METATHESIS REACTION: REORGANIZATION AND CICLIZATION OF
ORGANIC COMPOUNDS titulo em inglés do seu manuscrito, com todas as letras maisculas

e sem negrito

Aqui deve ser escrito o abstract do seu artigo, ndo se esqueca de que ele deve apresentar no
maximo 200 palavras.

Keywords: keywordl; keyword2; keyword3. insira entre 3 e 5 keywords
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INTRODUCAO

Os titulos da segdo sdo escritos com todas as letras maiusculas e em negrito. Deve haver

espacamento antes e depois do titulo da secéo.

Subtitulol subtitulo— Apenas a 12 letra mailscula, em negrito. Deve haver espacamento

antes e depois do subtitulo

Aqui entra o seu texto. Caso haja alguma citacdo a ser feita, ela deve seguir este padréo.*
Caso queira citar um intervalo de trés ou mais referéncias em sequéncia, use dessa forma.”*
Quando forem apenas duas ou ndo estiverem em sequéncia, usar a virgula.>*° Repare que
todas elas aparecem logo apds a pontuacdo e nao apresentam espacos. A Quimica Nova nao
publica notas de rodapé. Quaisquer notas do autor devem ser inclusas na lista de referéncias
e, no texto, devem seguir o mesmo padrdo das citagdes, mantendo inclusive a sequéncia
numérica. Esta € uma nota do autor, que estara na posicdo 6 da lista de referéncias e ndo no
rodapé da péagina.®

Como pode perceber, os paragrafos ndo apresentam tabulacfes. Favor manter esse padréo

durante todo o texto. Caso queira inserir uma figura, seguir o padrdo como na Figura 1.

Testosterona (C4gH5g05)

Figura 1. A descricdo da figura deve ter esse formato. Em italico e sem ponto final

Todas as figuras devem ser incluidas no texto, logo apds serem citadas pela primeira vez. No
caso de estruturas quimicas, utilize o estilo ACS, disponivel para diversos editores de
moléculas e descrito em detalhes aqui: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bk-2006-
STYG.ch017

Tabelas também sdo indicadas como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Siga esse padrdo. O titulo em negrito e a descrigdo do titulo sem negrito ou italico.
Né&o colocar ponto final

Ao final do rodapé das tabelas: deve ter ponto final.

Deve haver espaco entre nimero e unidade (por exemplo, 1 h) e as unidades devem ser
abreviadas.

Termos ou expressdes em inglés ou em latim — em italico

Subtitulo2

Sub-subtitulo Sub-subtitulo de secdo sé a 1* em mailscula e em italico. Deve haver

espacamento apenas antes do sub-subtitulo, ndo depois.

As figuras (incluindo graficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7 figuras e
ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior, utilizar o
Material Suplementar. A resolu¢cdo minima é de 300 dpi. No caso particular de esquemas
contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensao, para que possam

ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica

Outro subtitulo do trabalho

Outro sub-subtitulo do trabalho

PARTE EXPERIMENTAL

Primeiro subtitulo da parte experimental

Primeiro sub-subtitulo da parte experimental

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro subtitulo dos resultados e discussao
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Primeiro sub-subtitulo dos resultados e discussao

CONCLUSAO

MATERIAL SUPLEMENTAR

Quando houver material suplementar, ele deve ser indicado aqui, com a descricdo do
material, similar a: Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estdo disponiveis
em http://quimicanova.sbg.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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